X線結晶構造解析による新規エキソペプチダーゼの分子機構解明  by 田中 信忠
296
昭和学士会誌　第75巻　第 3号〔 296-301頁，2015〕
特　　集　バイオマーカー探索を指向した先端的薬学研究 ―その 2―
X線結晶構造解析による新規エキソペプチダーゼの分子機構解明
昭和大学薬学部分析センター
 田中　信忠
は じ め に
　生体の主たる構成成分として，タンパク質，核
酸，糖鎖，脂質などが挙げられる．DNAの塩基配
列に一義的に対応するタンパク質のアミノ酸配列
は，タンパク質の立体構造を支配する．そして，そ
の立体構造が，タンパク質の機能を決定する．タン
パク質の立体構造解析法は，タンパク質の機能を知
るために極めて強力な研究ツールである．今日で
は，タンパク質の立体構造情報が基礎生化学のみな
らず創薬という応用に役立てられていることは周知
の事実である．タンパク質の立体構造解析法とし
て，X線結晶構造解析法，核磁気共鳴法，クライオ
電子顕微鏡法などが挙げられるが，X線結晶構造解
析法が最も強力かつ汎用的である．本稿では，X線
結晶構造解析法による新規ペプチダーゼの分子機構
解明に関し紹介する．
ペプチダーゼの分類
　ペプチダーゼ（peptidase ; EC 3.4.x.x）とは，ペ
プチド結合を加水分解する酵素の総称である．狭義
では，低分子性ペプチドに作用する酵素をペプチ
ダーゼ，高分子量タンパク質に作用する酵素をプロ
テイナーゼ（proteinase）あるいはプロテアーゼ
（protease）と呼ぶ場合もあるが，本稿ではNomen-
clature Committee of the International Union of 
Biochemistry and Molecular Biology（IUBMB-NC）
における EC番号の呼称に従い，「ペプチド結合を
加水分解する酵素類の総称」として「ペプチダーゼ」
という呼称を用いる．
　ペプチダーゼ類は自然界の全生物が保持してお
り，さまざまな生理機能に関与している．例を挙げ
ると，ウイルスのペプチダーゼによるコートタンパ
ク質前駆体の切断，微生物由来細胞外ペプチダーゼ
による周辺タンパク質分解による栄養源獲得，高等
生物のペプチダーゼ類による食物消化や血液凝固へ
の関与などである．ペプチダーゼ類は，触媒残基の
種類により，主たるタイプとしてアスパラギン酸ペ
プチダーゼ，システインペプチダーゼ，金属ペプチ
ダーゼ，セリンペプチダーゼに分類される．稀なタ
イプとして，グルタミン酸ペプチダーゼやスレオニ
ンペプチダーゼも同定されている．また，ペプチ
ダーゼ類は，その切断様式によりエンド型とエキソ
型とに分類される．エキソペプチダーゼはポリペプ
チド鎖の末端からアミノ酸あるいは短いペプチドを
遊離させ，エンドペプチダーゼは非末端アミノ酸間
のペプチド結合を加水分解する．エキソペプチダー
ゼは，アミノペプチダーゼ，ジペプチダーゼ，ジペ
プチジルペプチダーゼ，トリペプチジルペプチダー
ゼ，カルボキシペプチダーゼ，オメガペプチダーゼ
などに，さらに分類される．MEROPS データベー
ス1）において，ペプチダーゼ類は配列類似性から
「family」としてアサインされ，類縁と考えられる
ファミリーは「clan」としてグループ化されている．
数多くのペプチダーゼの中で，すべての生物界に存
在するセリンペプチダーゼが最も良く研究されてい
る．立体構造研究に関しても，トリプシンやキモト
リプシンのように clan PA，S1 family に属する酵
素の解析が古くからなされている2）．
新規ペプチダーゼ DAP BII
　共同研究者の小笠原渉博士が豆腐工場廃液槽から
単離したPseudoxanthomonas mexicana WO24 由来
dipeptidyl aminopeptidase BII（DAP BII）は，ペ
プチドのN末端からジペプチドを遊離するジペプ
チジルペプチダーゼ（EC 3.4.14）である3）．DAP 
X線結晶構造解析による新規エキソペプチダーゼの分子機構解明
297
BII の生理機能は，ペリプラズムに取り込まれたオ
リゴペプチドを消化して栄養源とすることである．
遺伝子配列の解析により得られたアミノ酸配列か
ら，DAP BII は 722 アミノ酸残基から成るセリン
ペプチダーゼであり，clan PA，S46 family に分類
されることが明らかとなった4）．S46 ファミリーに
属する酵素に関する性状解析例は極めて限られてお
り，歯周病菌由来ジペプチジルペプチダーゼ
（DPP）類に関する数例の報告のみである5，6）．アミ
ノ酸配列解析の結果，DAP BII の触媒ドメインと
推定される領域は，同じ clan PA に属するキモト
リプシン類と有意な相同性を示すことが明らかと
なった．しかし，722 アミノ酸残基から成る DAP 
BII は，250 アミノ酸残基程度から成るキモトリプ
シン類と比べて 500 残基程度の機能未知領域がある
こととなる．Clan PAに属する酵素の中でS46ファ
ミリーだけが唯一の例外としてエキソペプチダーゼ
活性を示すことから，この挿入領域がエキソペプチ
ダーゼ活性と関連することが示唆された．しかし，
DAP BII の挿入領域とアミノ酸配列の相同性を示
すタンパク質の立体構造解析の例はなく，DAP BII
の全体構造やエキソペプチダーゼ活性を発揮する構
造的要因は全く不明であった．そこで著者は，長岡
技術科学大学生物系の小笠原渉准教授，鈴木義之博
士，岩手医科大学薬学部の野中孝昌教授，阪本泰光
博士らとの共同研究により，DAP BII の X線結晶
構造解析に取り組んだ7，8）．
研 究 方 法
　1．組換え型DAP BII の大量発現と精製
　DAP BII のシグナル配列を除いた成熟体に相当
する領域（Gly25-Lys722）を pET22b ベクターに組
み込み，大腸菌 Rosetta2（DE3）pLacI 株を発現ホ
ストとしてYT培地を用いて培養し，IPTG による
誘導後集菌した．BugBuster 試薬を用いて菌体破
砕し，硫安分画の後，疎水性クロマトグラフィー，
脱塩，陰イオン交換クロマトグラフィーの 3段階で
精製し，バッファー交換後，遠心濃縮器を用いて
10 mg/ml の濃度まで濃縮した．
　位相決定用のセレノメチオニン置換型DAP BII
（アミノ酸配列中のメチオニン残基がすべてセレノ
メチオニンに置換）に関しては，Novagen 社の
Over night Express Autoinduction System 2 を 用
いて発現させ，野生型DAP BII の場合と同様の手
法で精製，濃縮した．
　2．DAP BII の結晶化
　DAP BII とペプチドとの複合体結晶を得るため，
Val-Tyr 等のジペプチド類存在下，ハンギングド
ロップ蒸気拡散法により結晶化条件のスクリーニン
グを行った．ペプチドフリーDAP BII に関しては，
良好な結晶が得られなかった．そこで，ペプチド存
在下の場合と同様の手法で結晶化条件スクリーニン
グを実施するのと並行して，国際宇宙ステーション
日本実験棟「きぼう」を用いた宇宙空間での結晶
化9）も試みた．
　3．DAP BII の X線結晶構造解析
　X線回折強度データの収集には，放射光施設
Photon Factory（つくば）のタンパク質結晶構造解
析ビームライン BL-1A や BL17A あるいは大型放
射光施設 SPring-8（播磨）のタンパク質結晶構造
解析ビームライン BL41-XUのシンクロトロン放射
光を用いた．
　Se-Met 置換 DAP BII の結晶から収集した異常散
乱データに基づき，単波長異常散乱法により初期位
相を決定した．得られた電子密度図に基づきモデル
を構築し，ペプチド複合体およびペプチドフリー型
の構造精密化を行った．
　4．野生型及び置換体DAP BII の酵素活性評価
　基質ペプチドのN末端認識に関与する（後述）4 
種類の置換体（Asn215Ala，Trp216Ala，Asn330Ala， 
Asp674Ala）に関し，野生型の場合と同様の手法で
発現・精製し，それらの合成基質に対する酵素活性
を評価した．合成基質として Gly-Phe-p-nitroanilide
（Gly-Phe-pNA）を用い，ジペプチド単位での切断
によって生じるパラニトロアニリンの遊離による
385 nmの吸収増加を検出した．
結　　果
　1．DAP BII の全体構造
　X線結晶構造解析の結果，DAP BII はホモ 2 量
体を形成することが明らかとなった（図 1）．各々
のサブユニットは，2つのドメインから構成されて
いた（図 2）．1つはキモトリプシンフォールドを有
する触媒ドメイン（図 2，ライトグレー）であり，
もう一つはエキソペプチダーゼ活性に関連すると推
定されるヘリカルドメイン（図 2，ダークグレー）
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である．
　触媒ドメインは，残基番号 25 から 276 および
574から 722によって構成され，clan PAペプチダー
ゼ類の触媒ドメインとして共通の構造であるダブル
βバレル構造をとっていた．DAP BII の触媒ドメ
インとキモトリプシンのアミノ酸配列の相同性は
15％程度しかないが，それらの構造的等価なα炭素
間の根自乗平均誤差値は 1.84Å程度であり，互いの
構造は有意に類似していた．また，セリンペプチ
ダーゼの触媒残基の特徴としてよく知られている
“catalytic triad”は，DAP BII に関しては His86，
Asp224，Ser675 であることが明らかとなった．こ
の組み合わせは，立体構造解析に先立って実施した
DAP BII に関する機能解析実験の結果と一致する 
ものであった．これらは，キモトリプシンのHis57， 
Asp102，Ser195 に対応していた．
　ヘリカルドメインは，残基番号 277 から 573 まで
の約 300 残基によって構成されていた．この領域
は，S46 family に属するペプチダーゼ類に保存され
ており，他に類を見ない構造をとっていた．実際，
DALI サーバーを用いた類似構造検索でも類似構造
はヒットしなかった．ヘリカルドメインは，触媒ド
メインに対して触媒ドメインの活性部位を覆うよう 
な位置関係をとっており，球状タンパク質はcatalytic 
triad に接近できないようになっていた．したがっ
て，S46 family に属するペプチダーゼにのみ存在す
るヘリカルドメインが，エキソペプチダーゼ活性の
構造的要因であると考えられた．
　2．DAP BII のペプチド認識機構
　ペプチド結合型 DAP BII とペプチドフリー型
DAP BII の構造を比較してみると，両者のドメイ
図 1　ペプチド結合型DAP BII の 2 量体構造
片方のサブユニットをライトグレー，もう一方のサブユニットをダークグレーで示
した．
図 2　ペプチド結合型DAP BII のサブユニット構造
触媒ドメイン（残基番号 25 から 276 および 574 から
722）をライトグレー，ヘリカルドメイン（残基番号
277 から 573）をダークグレーで示した．活性部位クレ
フトに結合しているジペプチド Val-Tyr を ball-and-
stick モデルで示した．
X線結晶構造解析による新規エキソペプチダーゼの分子機構解明
299
ンの閉じ具合に大きな差があった．すなわち，ペプ
チド結合型では，ペプチドの結合に伴い大きな構造
変化が生じて「閉じた構造」をとっていることが明
らかとなった．ジペプチド（Val-Tyr）が結合した
ペプチド結合型の構造から，DAP BII がエキソペ
プチダーゼとして機能する構造的詳細が明らかと
なった（図 3）．エキソペプチダーゼとして機能す
るためには，ペプチドのN末端を認識しなければ
ならない．S46 family に特徴的なヘリカルドメイン
に位置するAsn330 の側鎖が，N末端残基主鎖を二
股の水素結合により認識していた．ペプチドフリー 
型の「開いた構造」においては，Asn330 は catalytic 
triad から遠く離れて位置しており，ペプチドの結
合に伴い 5Å以上の変位が観測された．同時に，
Asn215，Trp216，Asp674 の側鎖もN末端アミノ
基の認識に関与していた．Asn215 と Asp674 は，
N末端アミノ基と水素結合しており，N末端アミノ
基とTrp216 との間には，カチオン－パイ相互作用
が見られた．S46 family に属する 661 酵素のアミノ
酸配列を比較してみると，Asn215，Asn330，
Asp674 は完全に保存されていた．Trp216 に関し
ては，81.24％で保存され，残り 14.22％が Phe，
4.54％が Tyr となっていた．N末端アミノ基認識に
おけるこれら残基の重要性を生化学的に示すため，
Asn215，Asn330，Trp216，Asp674 を そ れ ぞ れ
Ala へ置換した置換体DAP BII を調製した．部位
特異的置換実験の結果，これら置換体の合成基質に
対する酵素活性は著しく低下し，これら残基の重要
性が示された．
考　　察
　本稿で紹介するDAP BII の X線結晶構造解析に
先立って，著者らはDAP BII の 2 次構造予測とそ
の検証を行った．2次構造予測により，DAP BII を
含むS46 family酵素に共通の挿入領域は，αへリッ
クス構造に富むことが予測された4）．また，実験的
検証としてキモトリプシンの円二色性（CD）スペ
クトルとDAP BII の CDスペクトルを測定し比較
してみると，βバレル構造から成るキモトリプシン
の CDスペクトルとDAP BII の CD スペクトルは
明らかに異なっており，DAP BII の CD スペクト
ルは高いへリックス含量を示唆していた4）．本稿で
紹介したX線結晶構造解析の結果，2次構造予測や
CDスペクトルの測定結果と一致し，DAP BII の挿
入領域はαへリックスに富むヘリカルドメインを構
成していた8）．このヘリカルドメインが，触媒ドメ
インの活性部位を覆うことにより，エキソペプチ
ダーゼ活性の構造的要因となっていると考えられ
る．このように，制御ドメインの存在が加水分解酵
素のエキソ型活性の所以となる例としては，糖尿病
薬の標的酵素であるジペプチジルペプチダーゼ 4
（DPP4）の例が知られている10-13）．DPP4 の場合，
α／βヒドロラーゼ構造から成る触媒ドメインをβ
プロペラドメインから成る制御ドメインが覆うこと
により，エキソペプチダーゼとして機能している．
本研究で明らかにしたDAP BII の場合は，βバレ
ル構造から成る触媒ドメインとヘリカルドメインか
ら成る制御ドメインという組み合わせであり，全く
異なる構造の組み合わせにより，類似の機能（ジペ
プチジルペプチダーゼ）を発揮しているという点
は，非常に興味深い．
　ペプチド結合に伴う構造変化に関しては，本研究
では，ペプチドフリー型とペプチド結合型の両者の
結晶化・構造解析に成功したことにより，大きな構
造変化が生じることを明らかにすることができた．
ペプチドフリー型に関しては，なかなか結晶が得ら
れず，得られたとしても回折能が低いものばかりで
図 3　DAP BII によるペプチドN末端認識様式
結合しているジペプチドVal-Tyr を ball-and-stick モデ
ルで示し，N 末端認識に関与する Asn215，Trp216，
Asn330，Asp674 を stick モデルで示した．
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あった．そこで，JAXA らとの共同研究により，
国際宇宙ステーション日本実験棟「きぼう」を利用
した宇宙空間高品質結晶成長実験に取り組み，高分
解能データの収集が可能な結晶を得ることに成功し
た．宇宙では溶液の対流や溶質の沈降がないため，
タンパク質分子が規則正しく整列し，良質な結晶が
得られたと考えられる．
　DAP BII がエキソペプチダーゼとして機能する
ためのキーポイントとして，一つは上述のヘリカル
ドメインの存在により球状タンパク質が触媒残基に
接近させないことであるが，もう一つは，基質ペプ
チドのN末端を認識することである．その役割を 
触媒ドメインに位置するAsn215，Trp216，Asp674 
とヘリカルドメインに位置するAsn330 とで担って
おり，ヘリカルドメインが活性部位を覆って球状タ
ンパク質の接近を妨げるだけでなく，N末認識に関
与するAsn330 を提供するという 2つの重要な役割
を担っているという点が興味深い．他のエキソ型ペ
プチダーゼであるDPP4 の場合，2つのグルタミン
酸側鎖が基質ペプチドの N末認識に関与してい
る10-13）．したがって，DAP BII と DPP4 の N末認識
機構は全く異なるといえる．
　ヒトには，S46 family に属する酵素は存在しない． 
一方，歯周病原因菌であるPorphiromonas gingivalis, 
Porphiromonas endodontalis 14）や院内感染原因菌と
して知られる Stenotrophomonas maltophilia 15）は糖
非発酵性であり，菌の生育に必要なエネルギー源の
供給をペプチド代謝に依存している．これら病原性
細菌のペプチド代謝経路の阻害は，それらの増殖抑
制に有効であることが報告されている．したがっ
て，これら病原性細菌に存在する S46 family 酵素
を阻害するような阻害剤は，抗生物質と成り得ると
考えられている．著者らは既に病原性細菌由来 S46 
family 酵素群の立体構造解析に着手しており，得ら
れた立体構造を阻害剤デザインに役立てたることを
目指している．
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